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論文内容要旨
 血管新生因子(VascularEndothelialGrowthFactor;VEGF)は,血管新生促進作用,血
 管透過性亢進作用など,種々の作用を有することが知られている。しかし,本因子の虚血脳での
 発現,およびその病態に与える影響は解明されていない。本研究においては,虚血後のラット脳
 におけるVEGFの発現の変化を調べ,また本因子投与により虚血性脳障害がいかなる影響を受
 けるかについて調べた。
 IVEGF発現について
 1)コントロール群ではVEGFmRNAはノーザンブロットにて検出されなかった。しかし,一
 過性局所脳虚血とそれにひき続く再灌流1時間後,VEGFmRNAが誘導され,3時間後にはさ
 らに増加した。その後VEGFmRNAは減少した。この実験では,再灌流後の時間により
 VEGFmRNAの発現が異なったが,1～3時間の虚血時間の違いは結果に差異をもたらさなかっ
 た。
 2)ウェスタンプロットにおいても,コントロール群ではタンパクバンドを認めなかったが,虚
 血差異灌流1時間後から38および45kDの2本のバンドが出現した。これは,VEGFの2つの
 アイソフォームであるVEGF12!とVEGF165の分子量に相応する。虚血再灌流3時間後には
 さらに増強したが,1日後にはごく僅かな発現のみとなった。
 3)免疫組織染色においては,コントロール群では陽性細胞を認めなかった。しかし,虚血再灌
 流1時間後から虚血領域の大脳皮質神経細胞および軟膜細胞に発現が認められた。これらはいず
 れにおいても再灌流3時間後に最大となり,以後減弱していった。しかし,軟膜細胞では,1日
 後にはほぼVEGF染色性を消失する神経細胞と異なり,7日後まで軽度であるがその発現を認
 めた。
 HVEGF投与の虚血性脳障害に与える影響
 1)再灌流直後にVEGFを虚血側脳表より投与した。虚血再潅流24時間後,TTC染色により梗
 塞巣を測定すると,vehicle投与群の梗塞巣が同側半球体積の33.2±4.2%であったのに対し,
 VEGF投与群では18.4±2.1%であった。梗塞体積の有意な縮小が認められた。
 2)虚血非負荷群での大脳半球中大脳動脈灌流領域の水分含有率は80.4±0.4%であったが,
 vehicle投与群では虚血再灌流24時間後に84.9±2.1%にまで増加した。一方,VEGF投与群に
 おいては8L5±0.8%であり,VEGF投与による脳浮腫形成の抑制を認めた。
 一62一
 3)組織内evansblue(EB)含有量は,血管透過性の指標となる。EBはvehicleまたはVEGF
 投与時に静注し,24時間後の虚血側中大脳動脈灌流領域大脳皮質のEB含有を測定した。虚血非
 負荷群では,EB静注24時間後は1.0±0.1μg/gtissueのEB含有であったが,vehicle投与群で
 は15.0±2、1μg/gtissue,VEGF群では8.8±1.3μg/g七issueであった。VEGF投与は,虚血
 による血液脳関門破壊を抑制することが示唆された。
 4)TUNELにより細胞のDNA障害を観察すると,虚血再灌流24および48時間後に陽性細胞
 の出現を認めたが,VEGF投与群において,より少数であった。虚血側中大脳動脈灌流領域大
 脳皮質の境界領域の陽性細胞を比較定量すると,VEGF投与での有意な減少が認められた。
 5)HSP70免疫染色により細胞の障害性を評価した。虚血再灌流24および48時間後にHSP70
 の発現誘導を認めたが,その染色性はVEGF投与群にてより軽度であった。TUNELによる評
 価と同様に比較定量したが,HSP70発現から見た細胞障害も,VEGF投与により軽減している
 ことが示された。
 VEGF投与は,心筋虚血や下肢虚血による障害を軽減することが報告されている。この機序
 には血管新生促進作用も関与しているが,それのみではなく内皮細胞保護や血流改善なども関与
 していることが知られている。今回認められた脳でのVEGFの発現誘導は,その時間経過から
 して血管新生にのみ関与しているのではなく他の血管機能にも影響を与えていると想像される。
 実際,血管新生が完成しきる以前の再灌流24時間後の虚血性脳障害を軽減した。
 本因子は,その血管透過性亢進作用にもかかわらず虚血性脳障害を軽減しており,将来の脳虚
 血性病変の治療に応用できる可能性がある。
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 審査結果の要旨
 血管内皮増殖因子(VascularEndothelialGrowthFactor;VEGF)は血管新生促進作用,
 血管透過性亢進作用など,種々の作用を有することが知られている。しかし,本因子の虚血脳で
 の発現,およびその病態に与える影響は解明されていない。本研究は虚血後のラット脳における
 VEGFの発現の変化と本因子投与により虚血性脳障害が受ける影響について調べたものである。
 VEGFについてコントロール群ではVEGFmRNAやタンパクの発現は検出されなかった。し
 かし,一過性局所脳虚血とそれにひき続く再灌流1時間後では,VEGFmRNAが誘導され,3
 時間後にはさらに増加した。タンパクレベルでもVEGFの2つのアイソフォームである
 VEGF121とVEGF165の発現が認められた。免疫染色においては虚血領域の大脳皮質神経細胞
 および軟膜細胞に発現が認められた。VEGF投与の虚血性脳障害に与える影響を調べる目的に
 て,再灌流直後にVEGFを虚血側脳表より投与した。虚血再灌流24時間後,TTC染色により
 梗塞巣を測定すると,vehicle投与群に比べてVEGF投与群では梗塞体積の有意な縮小が認めら
 れ,また水分含有率からVEGF投与群においては脳浮腫形成の抑制も認めた。血管透過性の指
 標として,組織内evansblue(EB)含有量を測定した。EBをVEGF投与時に静注し,24時間
 後の虚血側中大脳動脈灌流領域大脳皮質のEB含有を測定したところ,VEGF投与は,虚血によ
 る血液脳関門破壊を抑制することが示唆された。また,TUNELにより細胞のDNA障害を観察
 すると,VEGF投与群において,より少数であった。
 VEGF投与は,心筋虚血や下肢虚血による障害を軽減することが報告されている。この機序
 には血管新生促進作用も関与しているが,それのみではなく間皮細胞保護や血流改善なども関与
 していることが知られている。今回認められた脳でのVEGFの発現誘導は,その時間経過から
 して血管新生のみならず他の血管機能にも影響を与えていると想像される。実際,血管新生が完
 成される以前の再灌流24時間後の虚血性脳障害を軽減した。
 本因子は,その血管透過性亢進作用にもかかわらず虚血性脳障害を軽減しており,本研究は将
 来の脳虚血性病変の治療に応用できる可能性を示したもので,学位に値する。
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